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(54) SPECTROSCOPICMETHOD FOR DETERMINING CONCENTRATION 
OF SUBSTANCE DISTRIBUTED IN SCATTERING MEDIUM 

(57) A spectroscopic method for determining a 
concentration of substance distributed in a scattering 
medium, comprising : 

- a step of directionally irradiating light with 
continuous spectrum on said substance; 

- a step of receiving light that is re-radiated in 
a predetermined direction by said substance; 

- a step of correlating the re-radiated light with 
a certain standard to detect the re-radiation as a function 
of wavelength; 

- a step of inserting a defined non-absorbable 
scattering medium into the pathway of light; 

- a step of receiving light that is re-radiated in 
a predetermined direction by the sample and said scattering 
medium; 

-' a step of correlating re-radiated light with said 
standard to detect the re-radiation caused by the sample 
and said scattering medium; 

- a step of imaging a detected re-radiation in a case 
when there is no said scattering medium with the re-radiation 
by said scattering medium; 

- a step of determining the fractal size of said 
imaging; and 

- a step of detecting said concentration of substance 
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based on the fractal size. 
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Stoffes 

Spektroskopisches Verfahren zur Bestimmung der Kon- 
zentration eines in einem streuenden Medium verteilten 
Stoffes, mit den folgenden Schritten: 

- gerichtetes Bestrahlen des Mediums mit Licht mit einem 
kontinuierlichen Spektrum, _ 

- Aufnehmen des in einer bestimmten Richtung von dem 
Medium remittierten Lichts, 

- Ermitteln der Remission des remittierten Lichts als Funk- 
tion der Wellenlange unter Inbezugsetzen zu einem Stan- 
dard, 

- Einbringen eines absorptionsfreien definierten Streume- 
diums in den Lichtweg, 

- Aufnehmen des in der bestimmten Richtung von der 
Probe und dem Streumedium remittierten Lichts, 

- Ermitteln der Remission der von der Probe und dem 
Streumedium remittierten Lichts unter Inbezugsetzen zu 
dem Standard, 

- Abbilden der ohne Streumedium ermittelten Remission 
auf die mit dem Streumedium ermittelten Remission, 

- Bestimmen der fraktalen Dimension der Abbildung, und 

- Ermitteln der Konzentration der Substanz aus der frakta- 
len Dimension. 
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Beschreibung 

Die spektroskopische Bestirnrnung der Konzentration ei- 
nes Stoffes in einem Medium kann mit Hilfe des Lambert- 
Beerschen Gesetzes durchgefiihrt werden: 

E(X) = log(Io(X)/KX) ) = e(X) • c . d ( 1). 

Dabei bedeutet: 
Io(X) die Intensitat des eingestrahlten Lichtes bei der Wel- 
lenlange X und I die Intensitat des durchgelassenen Lichtes 
bei der Wellenlange X, 

e(X) der molare wellenlangenabhangige Extinkuonskoeffi- 
zient, 

E(X) die Extinktion in Abhangigkeit der Wellenlange X, 
c die molare Konzentration der zu untersuchenden Substanz, 
und 

d die optischc Weglange (z. B. Dickc der McBkuvcttc). 

Fine wcscntlichc Voraussetzung fur die Abwcndbarkcit 
des Lambert-Beerschen Gesetzes ist, dass das parallele 
MeBlicht innerhalb der Probe ebenfalls parallel ist. Diese 
Forderung ist gleichbedeutend damit, dass die Streuung der 
Probe null bzw. klein ist. 

Sind die obigen Voraussetzungen erfUllt und ist die opti- 
sche Weglange d bekannt, so kann die Konzentration einer 
Substanz bestirnmt werden, deren Extinktionskoeffizient be- 
kannt ist. Dazu wird die Extinktion der Probe gemessen. 
Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz kann anschlieBend 
die Konzentration berechnet werden. 

In fasL alien Fallen der in- vivo SpekLroskopie ist jedoch 
die optisehe Weglange d nichl bekannt. Aus diesen Grunden 
kann das Lambert-Beersche Gesetz nicht angewendet wer- 
den. Der Grund fiir die Unkenhtnis des optischen Weges d 
liegt im wesentlichen in der unterschiedLichen Streueigen- 
schaft des zu untersuchenden Gewebes. Durch die Streuung 
iegt der Lichtstrahl eine iangere Strecke im Medium gegenr 
iiber der kurzesten Verbindung Lichteintritt - Lichtaustritt 
zuriick. 

Ebenso ist bei alien Reflexion smessungen die optisehe 
Weglange unbekannt. Auch bei diesen Messungen legt der 
reflektierte Lichtstrahl einen unbekannten und im allgemei- 
ncn unhestimmbaren Lichtwcg im Medium zuriick. Bcstcht 
das durchlcuchtctc Medium zusatzlich aus optisch und 
quantitativ unterschiedlichen Substanzen, wie dies bei le- 
benden Geweben der Fall ist, so ist es aussichtslos die Grdfie 
des optischen Lichtweg aus theoretischen Modellen oder 
aus Erfahrungswerten fiir eine spezielle MeBsituation zu be- 
stimmen. Es werde also in weiteren der Fall betrachtet, wie 
er in der Gewebespektroskopie vorliegt, dass die untersuch- 
ten Substanzen wenig oder keine Streuung besitzen, so dass 
das Ldsungsmittel bzw. die Stoffe, in der die zu untersu- 
chenden Substanzen eingebettet sind, den hauptsachlichsten 
Abteil zur Streuung beitragt. 

Die Bestiimnung der optischen Weglange, die im ailge- 
meinen nicht mit der kurzesten Strecke zwischen dem Licht- 
eintritt und dem Lichtaustritt identisch ist, ist also eine not- 
wendige Voraussetzung fur eine Konzentrationsbestimmung 
auch in stark streuenden Medien. 

Die Konzentrationsbestimmung nach dem Lambert-Beer- 
schen Gesetz ist zwar die einfachste und verbreiteste spek- 60 
troskopische Analysenmethode, zu ihrer Abwendungen 
miissen aber die oben beschriebenen Voraussetzungen er- 
fiillt sein. Diese Methode ist daher nur unter Laborbedin- 
gungen durchfuhrbar. In den Fallen, in denen die optisehe 
Weglange unbekannt ist, kann die Konzentration des Stoffes 65 
nur bis auf cine rnultiplikativc Konstantc, also lediglich rc- 
lativ bestirnmt werden. Damit ist eine Absolutkalibrierung 
der Anderungen der Stoffkonzentradon, nicht jedoch der 
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Stoffkonzentradon selbst moglich. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
zur quantitadven Bestimmung der absoluten Konzentradon 
eines StofF in einem streuenden Medium zu schaffen, zu 
5 schaffen, dass keine vorherige Kennmis der opdschen und 
quantitadven EigenschaTLen des streuenden Mediums ver- 
langt. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch ge- 
richtetes Bestrahlen des Mediums mit Licht nut einem kon- 
10 dnuierlichen Spektrum, Aufnehmen des in einer bestimmten 
Richtung von dem Medium remittierten Lichts, Ermitteln 
der Remission des remitderten Lichts als Funktion der Wel- 
lenlange unter Inbezugsetzen zu einem Standard, Einbrin- 
gen eines absorptionsfreien definierten Stremnediums in den 
15 Lichtweg, Aufnehmen des in der bestimmten Richtung von 
der Probe und dem Streumedium remittierten Lichts, Ermit- 
teln der Remission der von der Probe und dem Streumedium 
remittierten Lichts unter Tnbczugsctzcn zu dem Standard, 
Abbildcn der ohnc Streumedium crmittcUcn Remission auf 
20 die mit dem Streumedium ermitteiten Remission, Besdm- 
men der fraktaien Dimension der Abbildung, und Ermitteln 
der Konzentration der Substanz aus der besummten frakta- 
ien Dimension. 

Voraussetzung fur eine quantitadve Spektroskopie ist die 
25 Kenntnis der Streuung der Substanzen und damit der opd- 
schen Weglangen. In der Abb. 1 ist das Reflexionsspektrurn 
von oxigeniertem Hamoglobin in der oberen Kurve mit und 
in der unteren Kurve ohne zusatzlichem Streumedium auf- 
genommen. In beiden Fallen handelt es sich urn die gleiche 
30 Menge an gelostem Hamoglobin. Es wird sofort deutlich, 
dass die Abwendung des Lambert-Beerschen GeseUes im 
Falle der Hamoglobinmessung mit einem streuenden Me- 
dium zu vollig falschen Konzentradonen fuhren wurde. 
In der Abb. 2 ist die Funktion f: Extinktion (Hb mit Streu- 
35 mittel) Extinktion (Hb ohne Streumittel) aufgetragen. Es 
wird deutlich, dass es sich bei der Funktion f um eine nicht- 
lineare Funktion handelt. Aus physikalischen Griinden ist f 
eineindeutig. Die Streuung hangt im wesentlichen von der 
GroBe und der Streupartikel im Verhalmis zur Wellenlange 
40 des Lichtes und der Abzahl der streuenden Partikel ab. Denn 
fur <I a (K)>, die mitdere gestreute Lichtintensitat als Funk- 
tion des Wcllcnvcktors K, gilt: 

Ie(K)> = AlocS(K). 

45 

Dabei gilt: Io ist die einfallende Lichtintensitat, c die Par- 
tikelkonzentration, S(K) beschreibt die mittlere Interferenz 
zwischen den Teilchen, A ist eine Konstante. S(K) be- 
schreibt im wesentlichen die Wahrscheinlichkeitsdichte, mit 
50 der ein Teilchen in der Entfernung r von einem anderen Teil- 
chen gefunden werden kann. 

Damit gilt: <Is(K)> = Io-CWrp+lM)^ wobei Wip die 
Lichtmenge die absorbiert worden ist und Im die Licht- 
menge, die durch Streuung nicht auf den Detektor HUlt, an- 
55 gibt. I,,, kann jedoch durch geeignete Wahl des Detektors 
klein gemacht werden. 

Somit kann die Streuung durch die Funktion f ermittelt 
und damit das Spektrum bei bekannter Konzentration korri- 
giert werden. Jedoch gilt dies nur fiir homogen verteilte 
Substanzen und Einkomponentengemische. In der Abb. 3 
sind zwei Funktionen mit gleichem Streuanteil aber mit un- 
ter schiedlic her Konzentration dargesteUt. Da die Streuung 
konstant ist, existiert eine lineare Funktion g, die die Funk- 
tion f in Abhangigkeit von der Konzentration aber bei kon- 
stantcr Streuung in die Funktion f ubcrfuhrt. In der Abb. 4 
ist dicscr Sachvcrhalt noch cinmal dargesteUt. Die Gcradc 
stellt die Abb. g: E (4 mg Hb + Streul) — - E (2 mg Hb + 
Streul) dar. Die Kurve stellt die Abb. f : E (4mgHb + Streu 1) 
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— »► E (4 mg Hb + 2 • Streul) dar, die eine nicht-lineare Funk- 
tion ist. Somit ergibt sich, dass die Streuung durch eine 
nicht-lineare Funktion gemessen werden kann. 

Mit Hilfe der nicht linearen Funktion f kann somit jedes 
Spektrum hinsichtlich der Streuung korrigiert werden. Je- 5 
doch gill dies nur fur homogen verleille Substanzen und 
Einkomponenlengeiirisehe. 

Aus der Abb. 4 kann der Rechenalgorithmus entnommen 
werden: Der Winkel der linearen Funktion g zur x-Achse 
bestimmt die Konzentrationsdifterenz der bekannten Ur- 10 
bildfunktion zum gernessenen Spektrum. Betragt der Win- 
kel 45° sind beide Konzentrationen gleich groB. Ist die 
Funktion f noch nicht- linear, muB die Urbildrunktion so- 
lange approximiert werden, bis die Funktion f in die lineare 
Funktion g ubergeht. Dann ist die Streuung korrigiert und L5 
die Konzentration bekannt. 

Jedoch gibt es in der In-vivo-Spektroskopie Nicht-Linea- 
ritaten, die dem Spektrum additiv iibcrlagcrt sind. Dazu zah- 
Icn die Nicht-Linearitaten, die durch die inhomogene Vcrtci- 
lung der Substanzen erzeugt werden. In der Abb. 5 ist eine 20 
solche Nicht-Linearitat durch inhomogene Farbstoffvertei- 
iung dargestellL Hierbei handelt es sich um ahnliche Nicht- 
Linearitaten wie diejenigen, die durch Streuung verursacht 
worden sind. 

Um die Nicht-Linearitaten zu trennen, die von unter- 25 
schiedlichen physikalischen Gegebenheiten erzeugt worden 
sind, wird eine Streuscheibe bekannter Streuung bendtigt. 
Wird nun das Gewebe einmal mit und einmal ohne Streu- 
scheibe gemessen, addieren sich bei der Messung mit der 
Streuscheibe alleine die Nicht-Linearitaten, die durch Slreu- 30 
ung, nicht aber die, die durch inhomogene FarbstolTverlei- 
lung hervorgerufen worden sind. 

In der Abb. 6 ist eine Nicht-Linearitat dargestellt, die 
durch eine Hautmessung bestimmt worden ist. Wie man 
sieht, handelt es sich hierbei um stuckweise nicht-lineare 35 
Abbildungen. Die Darstellung insgesamt stellt aber keine 
Funktion dar. Um die Nicht-Linearitaten bestirnmen zu kon- 
nen, wird auf die Nicht-Lineare-Dynamik zuruckgegriffen. 
Die Nicht-Linearitaten aus der Abb. 6 konnen wie folgt be- 
stimmt werden: Zunachst bestimmt man eine Uberdeckung 40 
der Nicht-Linearitat rnit Teilmengen des 9l n , in diesem Fall 
mit Kugcln des Durchmcsscr 8. Rs wird die Zahl N der Ob- 
jcktc bestimmt, die zur Uberdeckung notwendig sind. Die- 
ses Verfahren wird auf kleiner werdende 5 angewendet. Eine 
Approximation der fraktalen Dimension der Nicht-Lineari- 45 
tat ist die Steigung der Geraden fur die unterschiedlichen 
Werte log(N) und log(5). Diese fraktale Dimension D be- 
schreibt nun eindeutig die Nicht-Linearitat. Aus der zweiten 
Messung mit der Streuscheibe, kann nun die Anderung der 
fraktalen Dimension D durch die bekannte Streuung S' der 50 
Streuscheibe ermittelt werden. Diese Anderung hangt aber 
wie oben dargestellt, alleine von der vorhandenen Nicht-Li- 
nearitat des Streuverhaltens der Probe ab. Damit ist die 
Streuung der Probe bestimmt. 

55 

Patentanspriiche 

1. Spektroskopisches Verfahren zur Bestimmung der 
Konzentration eines in einem streuenden Medium ver- 
teilten S toffs, gekennzeichnet durch: 60 

- gerichtetes Bestrahlen des Mediums mit Licht 
mit einem kontinuierlichen Spektrum, 

- Aufnehmen des in einer bestimmten Richtung 
von dem Medium remittierten Lichts, 

- Ermitteln der Remission des remittierten Lichts 65 
als Funktion der Wcllcnlangc unter Tnhczugsctzcn 

zu einem Standard 

- Einbringen eines absorptionsfreien definierten 
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Streumediums in den Lichtweg, 

Aufnehmen des in der bestimmten Richtung 
von der Probe und dem Streumedium remittierten 
Lichts, 

- Ermitteln der Remission der von der Probe und 
dem Streumedium remittierten Lichts unter Inbe- 
zugsetzen zu dem Standard, 

- Abbiiden der ohne Streumedium ermittelten 
Remission auf die mit dem Streumedium ermittel- 
ten Remission, 

- Bestirnmen der fraktalen Dimension der Abbil- 
dung, und 

- Ermitteln der Konzentration der Substanz aus 
der bestimmten fraktalen Dimension. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Abbiiden der ohne das Streumedium er- 
mittelten Remission auf die mit dem Streumedium er- 
mittelten Remission nach der Thcoric von Kubclka/ 
Munk crfolgt. 
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